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35SPLD-intlPLD-int2 ＧＵＳ Ｎｏｓ 82.50（0.72
考察および今後の課題
PLDイントロンは逆方向でも発現促進効果を示し、また、スプライシングも必須ではないと考えら
れることから、既存の発現増強イントロンとは異なる性質を持つと考えられる。このイントロンが効
果を示すためには転写領域に存在する必要があるために、従来型のエンハンサーには分類できない。
また３分割したイントロンの個々の部分配列がそれぞれ発現増強効果を持つ点は、比較する他のイン
トロンの研究がないので議論が難しいいが、内部配列を除去しても効果が変わらないと報告されてい
るイントロンとは異なると考えられる。以上のことから、イントロンの発現増強のメカニズムは、必
ずしもひとつではない可能性が高い。２つのイントロンを組み合わせた場合に、相乗的な発現効果が
認められる現象も、間接的に発現増強のメカニズムは必ずしもひとつではないことを示唆している。
なお、イントロンによる発現増強にスプライシングが必須でない事例が、本研究に続き、アラピドプ
シスのトリプトファン合成酵素遺伝子PAT7で報告され、スプライシングに関わる因子が結合できる
配列があればよく、スプライシング自身は必要ないとの考えが出てきている。
２つのイントロンを組み合わせることによって発現が顕著に高まることは、遺伝子の発現レベルの
範囲がより広いなったことを意味する。また、２つのイントロンを含む同一のプラスミドを用いた場
合に、細胞の状態によって増強効果が認められる場合とそうでない場合があることから、イントロン
が増えることで機械的に発現が増強されるわけではない。以上の結果はキメラ遺伝子を使った一過的
発現実験で得られたものであるが、植物体内においてネイティブな遺伝子が発現する場合にも、隣接
するイントロンがなんらかの仕組みで相互に作用しながら遺伝子発現調節に関わっている可能性を示
唆している。もちろん、ネイティブな遺伝子をわずかに改変しただけの遺伝子を導入した形質転換植
物を作出するなどして、確認していく必要がある。
イントロンは、オールタナテイブスプライシングによって翻訳産物の種類や発現場所の決定に関与
している。また、いくつかのイントロンは組織特異的な発現に関与していることが示されている。複
数のイントロンが直接的あるいは間接的に相互に作用しながら遺伝子発現制御に関わっていることを
示す事例が増えれば、ポストゲノム研究の重要な－分野となるであろう。
現在ではまだ研究対象となったイントロンが少ないため、その数を増やして、発現増強イントロン
に共通する性質（例えば配列の共通性）と個々のイントロンに特異的な特徴とを調べ上げる必要があ
る。全ゲノム配列が明らかとなったイネゲノムのすべてのイントロンを調べるなどの試みが期待され
る。その先には、複数イントロンの相互作用や、単子葉植物と双子葉植物におけるイントロン利用形
態の違いなども明らかになっていくであろう。一方、実用面では、高収量やストレス耐性の作物を遺
伝子工学的手法で作出する際に、遺伝子発現調節のツールとしての利用が期待される。
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学位論文審査結果の要旨
本研究では、イネのphospholipaseD（PLD）の精製、アミノ酸配列の決定及び遺伝子の単離、また、す
でに知られていたintronによる遺伝子発現'の増強現象を種々検討した。この遺伝子は植物の器官で広く
発現していたが、その非翻訳領域の173塩基からなる第１intronを用いて発現増強への関与を解析した。
CaMV35SPromoterとＧＵＳ遺伝子の間にintron断片を挿入し、イネ培養細胞からのプロトプラストへ
導入し、レポーター遺伝子の一過`性発現を調べた。この場合、６倍の発現増強が認められた。そこで他の
intronとの組合せの効果を調べた。ヒマのCatalase遺伝子intronとの組合せ（PLD/Cat)、トウモロコシ
のユピキチン遺伝子のintronとの組合せ（PLD/Ubi）をそれぞれ培養細胞に導入した場合、2.7倍と1.7倍
のシナージェスチック効果が、また、緑化葉への導入ではPLD/Catの場合に3.4倍のシナージェスチック
効果が見られた。一方、Ubi/Catを培養細胞に導入した場合には抑制効果を示し、緑化葉への導入では相乗
効果があった。
この相乗効果をさらに詳しく検討するため、Promoter、構造遺伝子、及び発現系等を種々変更した。そ
の結果、多くの場合に増強が示されたが、植物の組織の違いや発現条件の違いによって抑制効果も現れ、現
時点ではintronを導入することが必ずしも発現増強にはつながらない。審査委員会は、本論文が、高収量
やストレス耐`性を目的とした形質転換体の効果的な作成に新しい扉を開くもので、博士論文として妥当であ
ろと判断した。
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